肺癌是现阶段发病率及病死率最高的恶性肿瘤之一，其中约85%为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）^\[[@b1]\]^。一般情况下，NSCLC的发生发展是由多途径、多因素共同作用的结果，其中肿瘤新生血管的形成在肿瘤增殖、侵袭和转移的过程中起到重要作用^\[[@b2]\]^。一方面，肿瘤组织想要生长必须依赖新生血管为其提供血流灌注，给予营养物质，从而增强其增殖和侵袭活力；另一方面，新生血管的内皮通透性高，癌细胞容易突破内层，浸润周围器官和组织，也可利用新生血管通过血液循环将原发癌细胞送至转移的靶器官^\[[@b3]\]^。

肿瘤新生血管形成过程复杂，由多个促进因子、抑制因子共同调控，当促进血管生成的因子作用强于抑制血管生成的因子时，肿瘤新生血管便开始生成。血管生成素-2（angiopoietin-2, Ang-2）是目前研究较为深入且重要的促血管生成因子，已被证实Ang-2在NSCLC组织、血清中异常表达^\[[@b4]\]^，然而Ang-2的表达与癌细胞增殖、侵袭、转移之间的关系仍有待探索，这也对寻找NSCLC治疗的新靶点有重要指导意义。

1. Ang-2的生物学作用 {#s1}
====================

1.1. Ang家族及Ang-2的生物学作用 {#s1-1}
-------------------------------

血管生成素家族包括Ang-1、Ang-2、Ang-3、Ang-4，它们都可与酪氨酸激酶受体Tie2结合，启动或调控血管生成过程，其中Ang-1、Ang-2与血管生成的关系最为密切。Ang-1在正常组织中表达广泛，与Tie2受体结合后可驱化附近的血管支持细胞如平滑肌细胞和周细胞至血管内皮细胞周围，使内皮细胞和周围支持细胞紧密连接，从而稳定血管，最终起到限制肿瘤新生血管生成、抑制肿瘤生长的作用^\[[@b5]\]^。Makinde等^\[[@b6]\]^发现，Ang-1或Tie2蛋白缺乏均会影响到本身血管的完整性，使小鼠死于胚胎期，证实了Ang-1作为血管稳定因子的重要作用。

Ang-2主要由血管内皮细胞及内皮旁细胞分泌，正常情况下在胎盘、子宫、卵巢中表达^\[[@b7]\]^。在缺氧或炎症反应时会引起Ang-2的异常释放，其作为Ang-1的天然拮抗剂，竞争性地与Tie2结合，从而阻断Ang-1的稳定血管作用，导致内皮细胞与周围细胞的连接离断，引起内皮细胞的不稳定，由此造成血管失稳和内皮活化，在血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）存在的情况下，Ang-2会促进内皮细胞接受VEGF等血管生成诱导剂的出芽信号，使肿瘤组织内的新生血管持续生成^\[[@b8]\]^。目前已发现Ang-2/Tie2系统在多种恶性肿瘤的组织、血液中表达升高，并与肿瘤微血管密度（intratumoral microvessel density, IMVD）、临床分期、预后等关系密切，有望成为重要的抗肿瘤血管形成靶点^\[[@b9]\]^。

1.2. Ang-2和VEGF的相互作用 {#s1-2}
--------------------------

主要的内皮细胞特异性生长因子除了Ang家族外，还有VEGF家族。VEGF是目前最强的促血管生成活性分子，其家族成员包括VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D及其受体VEGFR-1、VEGFR-2、VEGFR-3^\[[@b10]\]^。肿瘤来源的VEGF可促进其本身的分泌，放大促血管生成信号，并可在肺癌细胞系中通过PI3K/AKT、RAS/ERK和STAT3等信号通路诱导Ang-2等各种血管生成因子的显著分泌，形成血管生成因子网络，共同调节肿瘤血管生成^\[[@b11]\]^。肿瘤组织生长到一定体积时，会发生不同程度的缺氧。在常见的肺癌细胞株A549中研究发现，缺氧会刺激细胞分泌缺氧诱导因子（hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α）、VEGF、Ang-2的生成，这种表达依赖于PI3K/Akt信号通路途径^\[[@b12]\]^。现已证实^\[[@b13]\]^，Ang-2与VEGF在肿瘤新生血管生成上关系密切，且具有相互促进作用，Ang-2可上调VEGF的表达，而VEGF也可以反过来促进Ang-2的分泌。在VEGF的影响下，Ang-2具有促血管生成或退化的双重作用：一方面，Ang-2本身可诱导肿瘤组织内新生血管呈非出芽式生长，但此时的新生血管周边细胞缺如，胶原排列紊乱，管壁基质稀少，故生成很不稳定，只有在VEGF的作用下，内皮细胞才能发生迁移、增殖，最终形成成熟的新生血管；另一方面，当无VEGF时，Ang-2则诱导原有血管退化与数目减少，同时伴有内皮凋亡^\[[@b14]\]^。

2. Ang-2在NSCLC中的异常表达 {#s2}
===========================

2.1. Ang-2在NSCLC中的诊断价值 {#s2-1}
-----------------------------

为了明确在NSCLC中Ang-2的表达情况，Wong等^\[[@b15]\]^率先在28对肺癌和癌旁组织中验证发现，正常组织中Ang-1和Tie2的表达显著上调，而肺癌组织中VEGF和Ang-2表达显著上调，并且Ang-2表达量与VEGF表达的程度和强度呈显著正相关，这表明在正常情况下Ang-1/Tie2途径介导的血管稳定机制占主导地位，但在肿瘤微环境作用下Ang-2和VEGF被相伴诱导上调，两者相互协作介导肿瘤血管生成。后来陆续有研究^\[[@b16]-[@b18]\]^证实NSCLC患者组织、血清中Ang-1表达明显下降，Ang-2、VEGF呈高表达，且肿瘤中这些血管生成分子的表达谱差异与IMVD及肿瘤侵袭、转移等恶性生物学行为显著相关，提示Ang-2及VEGF可以作为NSCLC早期诊断的潜在生物标记物。

为了评价Ang-2的诊断价值，2016年Xu等^\[[@b19]\]^在188例孤立性肺结节（solitary pulmonary nodule, SPN）中检测发现，Ang-2诊断恶性SPN患者和健康志愿者以及恶性SPN和良性SPN患者之间的敏感度和特异度分别为80.5%和97.5%，以及69.5%和92.5%。类似地，在恶性胸腔积液的肺癌患者中Ang-2和VEGF的水平显著升高，检测Ang-2、VEGF、癌胚抗原（carcino-embryonic antigen, CEA）诊断肺癌合并恶性胸腔积液的价值，发现三者均能特异性诊断，当联合诊断效率最高，敏感性达97.7%，特异性达66.7%^\[[@b20]\]^。

2.2. Ang-2在NSCLC中的预后价值 {#s2-2}
-----------------------------

目前已有充分研究证实Ang-2可以作为鉴别NSCLC的生物标记物，而且与肿瘤的分期及预后有一定关系。Qiu等^\[[@b21]\]^的最新研究显示，肺癌组织中Ang-2的表达水平与临床分期、肿瘤直径、分化程度有关。2017年一项纳入了1, 911例肺癌病例的荟萃分析^\[[@b22]\]^显示，血清高Ang-2水平与较晚的临床分期（Ⅲ期、Ⅳ期）、淋巴结转移相关，与年龄、性别、吸烟史、组织学类型无关，且高表达的患者预后显著变差，这提示Ang-2在肿瘤侵袭、淋巴性转移方面起到重要作用，提示Ang-2的表达水平可作为肺癌预后预测因子。

Tanaka等^\[[@b23]\]^分析236例NSCLC患者生存率与Ang-2、VEGF表达情况的关系，结果显示：Ang-2阳性较阴性表达的患者5年生存率显著下降（53.5%与70.3%）；Ang-2阳性、VEGF高的患者生存率较Ang-2阳性、VEGF低的患者显著下降（41.4%与63.6%），提示Ang-2阳性导致NSCLC患者总体生存率降低，而且这种影响在VEGF共同高表达时更明显。类似地，Andersen等^\[[@b24]\]^在335例NSCLC病例中发现两者共同高表达时具有显著的差存活率和预后。以上结果可用Ang-2的生物学功能来解释：随着肿瘤体积的增加，当新生血管未形成时，瘤内缺氧导致肿瘤细胞表达Ang-2，从而诱导内皮细胞不稳定，血管通透性增加，不稳定的血管出芽，在高表达的VEGF等生长因子刺激下最终新生血管成熟，促进癌细胞增殖及转移。

3. Ang-2促进NSCLC增殖、侵袭、转移的作用机制 {#s3}
===========================================

肿瘤的发生、发展依赖于新生血管的形成，但Ang-2在NSCLC中是如何作用以促进新生血管生成，继而导致肿瘤增殖、侵袭和转移仍不明确，目前相关研究进展如下。

3.1. Ang-2-TEM轴 {#s3-1}
----------------

TEMs（Tie2 expressing monocytes）是指表达Tie2的单核细胞/巨噬细胞，其在慢性炎性疾病、肿瘤血管及淋巴管生成中起到重要作用，研究表明Ang-2可通过调节此亚群，起到调节肿瘤血管生成和免疫系统的作用^\[[@b25]\]^。Coffelt等^\[[@b26]\]^研究发现Ang-2可以募集人TEMs，并上调胸苷磷酸化酶（thymidine phosphorylase, TP）、组织蛋白酶B（cathepsin, CTSB）两种促血管生成酶和VEGF、基质金属蛋白酶9（matrix metalloproteinase, MMP9）、环氧化酶-2（cyclooxygenase, COX-2）和WNT5A等强效促血管生成因子的表达来显著增强TEMs的促血管生成活性。随后，陆续证实了Ang-2还可以通过刺激TEMs而上调强效免疫抑制因子如白细胞介素10（interleukin, IL-10）、人甘露糖受体C1（mannose receptor, MRC1）和调节性T细胞（rgulatory cells, Tregs）的趋化因子配体17（chemokine ligand, CCL17），并下调肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor alpha, TNF-α）、IL-6、IL-12等细胞因子，最终抑制细胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic lymphocytes, CTLs）的活化并扩展CD4^+^CD25^+^FOXP3^+^Tregs的表达^\[[@b27]-[@b30]\]^。随后发现，高水平的IL-10、MRC1、CCL17以及低水平的TNF-α、IL-6、IL-12细胞因子表达属于巨噬细胞"M2"激活状态下的产物^\[[@b31]\]^，因此推测肿瘤中的Ang-2通过诱导TEMs表达"M2"表型以发挥促血管生成作用。值得注意的是，Ang-2对肿瘤血管的作用具有器官依赖性。在小鼠肝转移模型中，敲减Ang-2后，血清中粒细胞集落刺激因子（granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF）和CXC趋化因子配体1（CXC chemokine ligand, CXCL1）显著上调，导致Tie2^+^/CD11b^+^/CD31^-^型免疫细胞的募集，最终肿瘤血管代偿性生成；相反，在肺转移瘤中Ang-2缺陷型小鼠肿瘤血管生成减少，血清G-CSF不增加，但发现转移过程中伴随着细胞因子IL-13、IL-15的显著增加，而IL-13已知可抑制某些癌细胞系的增殖，IL-15可启动T细胞分裂、NK细胞发育和CD8^+^记忆T细胞的产生^\[[@b32]\]^。因此，这些细胞因子的差异性变化可以解释Ang-2对肺和肝中的肿瘤生长以及血管生成的不同作用。

3.2. Ang-2/Tie2通路中涉及的相关细胞因子和蛋白 {#s3-2}
---------------------------------------------

### 3.2.1. IL-10 {#s3-2-1}

IL-10是一种与NSCLC预后相关的免疫抑制因子，Hatanaka等^\[[@b33]\]^在95例NSCLC手术标本中验证出IL-10的高表达与*Ang-2*和*Tie2*基因的表达显著相关，且在IL-10高表达区域肿瘤血管的数量明显增多，从而提示了Ang-2/Tie2系统网络可通过诱导免疫因子IL-10的表达实现对新生血管的调控。

### 3.2.2. 血管渗漏相关因子 {#s3-2-2}

在肺癌转移前期，已有研究^\[[@b34]\]^证明Ang-2、MMP3和MMP10表达上调，继而导致血管通透性增加，循环肿瘤细胞外渗和转移，进一步研究证实，肿瘤细胞的恶性程度与其诱导Ang-2、MMP3和MMP10的表达能力呈正相关，且TNF-α和转化生长因子-β（transforming growth factor-β, TGF-β）也参与了这些转移相关因子的调节。此外，Ang-2还通过促进磷脂酰肌醇特异性磷酯酶（phosphatidylinositol specific phospholipase, PLCγ2）的激活和钙离子（Ca^+^）内流等生物学行为以诱导多种血管渗漏相关细胞因子（组胺、缓激肽、VEGF）的表达^\[[@b35]\]^，表明Ang-2可通过调节血管渗漏过程促进肿瘤的发展。

### 3.2.3. 中性粒细胞胞外诱捕网（neutrophil extracellular traps, NETs） {#s3-2-3}

NETs是中性粒细胞在适宜刺激下释放到胞外的一种纤维网格样结构。最初被认为具有捕获细菌、控制感染的作用，近年来NETs被发现还具有细胞毒性和免疫原性成分，与多种非感染性病理状态如肿瘤、自身免疫疾病相关。Lavoie等^\[[@b36]\]^证实，Ang-1和Ang-2均可与NETs表面的Tie2受体结合，并上调NETs的合成和释放，释放后的NETs可诱导中性粒细胞和内皮细胞活化，从而在Ang-2介导的促炎和促血管生成过程中作出贡献。

### 3.2.4. 凋亡、转移相关蛋白 {#s3-2-4}

HMGA2是一种与肿瘤发展相关的迁移蛋白，2016年一项研究^\[[@b37]\]^发现在肺鳞癌中Ang可结合其下游调控蛋白HMGA2的启动子，使其表达量增加，继而显著提高了细胞的增殖、迁移及侵袭能力。Survivin作为迄今发现的功能最强的凋亡抑制蛋白，其在肺癌患者血清中表达量高于正常对照组，且与Ang-2和VEGF的表达呈显著正相关，有研究^\[[@b38]\]^表明在VEGF的影响下，Ang-2可上调survivin的表达从而促进肿瘤血管生成，三者协同促进肺癌的进展和转移。肺癌细胞中金属蛋白酶9（A disintegrin and metalloprotease, ADAM9）的上调与大脑转移显著相关，研究显示在ADAM9沉默的细胞中Ang-2、VEGF-A的表达受到抑制，表明ADAM9可通过血管重构促进肿瘤转移^\[[@b39]\]^。总之，以上研究成果证明Ang-2通过调控各种凋亡、转移蛋白来影响肺癌细胞的生物学行为。

3.3. Ang-2与肿瘤炎症微环境 {#s3-3}
--------------------------

最新的一项荟萃分析^\[[@b8]\]^显示，Ang-2与炎症标志物（纤维蛋白原、白细胞、超敏C反应蛋白）均呈正相关，提示Ang-2在炎症反应中起到了重要作用。转移生态位模型认为，肿瘤发生转移之前，转移位点必须提供有利于肿瘤细胞生长的炎症微环境（即转移生态位），这是形成新的转移灶的前提条件^\[[@b40]\]^。Srivastava等^\[[@b41]\]^在乳腺癌肺转移的模型中发现，肺转移瘤来源的细胞为趋化因子受体2（chemokine receptor, CCR2）阳性和Tie2阴性的转移相关巨噬细胞（CCR2^+^Tie2^-^MAMs），深入研究发现，在转移发生之前，Ang-2可通过自分泌的方式刺激转移生态位处的血管内皮细胞，继而诱导粘附分子-1（intercellular cell adhesion molecule, ICAM-1）和CCL2的表达上调，营造出适合巨噬细胞存活和粘附的生态环境，使得远端气管内皮细胞对CCR2^+^Tie2^-^MAMs粘附敏感从而促进肿瘤转移。Fiedler等^\[[@b42]\]^也同样证实了Ang-2可发挥促炎细胞因子的作用，其通过促进内皮细胞上调ICAM-1和血管细胞粘附分子-1（vascular cell adhesion molecule, VCAM-1）的表达，从而诱导炎性细胞与内皮细胞的牢固粘附。随后Scholz等^\[[@b43]\]^利用体外实验证明了Ang-2诱导的炎性粘附仅对单核细胞有效，而对淋巴细胞没有影响。总之，目前研究均证实了Ang-2可作为造成肿瘤炎症微环境的炎症反应调节剂，参与肿瘤转移和生长的过程。

3.4. 周细胞的覆盖与EMT {#s3-4}
----------------------

周细胞是血管重要的结构和功能组分，位于血管内皮细胞周围，目前认为周细胞覆盖率高的患者，血管屏障稳定，总体生存率更高^\[[@b44]\]^。周细胞具有抑制或促进肿瘤生长和转移的阶段特异性作用，这种相反的功能受到Ang/Tie2传导信号的调控^\[[@b45]\]^。早期非缺氧肿瘤中，检测到Ang-1的高表达，而Ang-2无明显改变，此时在Ang-1/Tie2的作用下，周细胞增加对血管的包裹，从而提高了血管稳定性，导致"新生血管生成抑制"的表型，阻碍了肿瘤生长和转移；相反，晚期肿瘤负荷增加时，此时Ang-2水平升高，在Ang-2的主导作用下，周细胞覆盖率下降，导致血管缺陷，瘤内缺氧加重，引起上皮间质转化（epithelial mesenchymal transition, EMT）增加，最终促进肿瘤转移^\[[@b4],\ [@b46]\]^。

3.5. Ang-2其他相关信号通路 {#s3-5}
--------------------------

### 3.5.1. 钙调磷酸酶-NFAT-Ang-2信号通路 {#s3-5-1}

在肿瘤转移之前VEGF即与转移灶处内皮细胞上的VEGF受体结合活化，继而激活PLCγ2/Ca ^2+^途径，继而导致细胞内Ca^2+^上调，使得Ca^2+^调节的钙调磷酸酶被激活，导致活化T细胞核因子（nuclear factor of activated T cells, NFAT）家族的转录因子去磷酸化^\[[@b47]\]^，继而下游的靶标Ang-2增加，之后激活转移灶内皮，促进转移，当过表达内源性抑制剂例如Dscr-1基因后，Ang-2 mRNA显著下调，并抑制了早期转移病灶中内皮活化^\[[@b48]\]^，证实了钙调磷酸酶-NFAT-Ang-2信号通路可调节早期转移灶的内皮活化，在促进转移灶处的肿瘤细胞接种和扩增中起重要作用。

### 3.5.2. Ang-2-β1-整合素信号通路 {#s3-5-2}

β1-整合素在维持内皮肌动蛋白细胞骨架中具有双重的作用，依赖于Ang-2的亚细胞定位功能：细胞外周中的β1-整合素维持肌动蛋白细胞骨架，而细胞中心的β1-整合素拉伸粘连，激活肌动蛋白应力纤维。Ang-2可通过直接相互作用激活内皮β1-整联素，血清中的促炎细胞因子IL-6、IL-1β和TNF-α等也可激活下游的β1-整合素，使得定位在细胞中心的β1-整合素伸长粘连作用显著增强，继而含VE-钙粘连蛋白（VE-cadherin）的肺微血管内皮细胞-细胞连接减弱，最终降低内皮单层完整性，导致屏障功能降低，毛细血管渗漏增加，以此通过Ang-2-β1-整合素信号通路途径促进肿瘤侵袭和转移^\[[@b49]\]^。

3.6. Ang-2在淋巴管生成方面的作用 {#s3-6}
--------------------------------

淋巴转移是NSCLC扩散的重要途径，在肿瘤缺氧、高压的微环境作用下，肿瘤细胞和间质细胞会诱导淋巴管生长因子的分泌和活化，而最终淋巴管生成依赖于多种生长因子（包括VEGF家族、Ang家族等）的调节。NSCLC组织、血液中检测到高表达的Ang-2与淋巴结转移和患者低生存率相关，但其具体机制尚未阐明。事实上，Ang-2虽然通过竞争性拮抗作用破坏血管内皮稳定，但在淋巴内皮中Ang-2/Tie2通路发挥的却是激动作用，Ang-2可通过激活淋巴管内皮细胞（lymphatic endothelial cells, LECs）上的Tie2受体，引起LECs的迁移、增殖和淋巴管增生^\[[@b50]\]^。Souma等^\[[@b51]\]^在小鼠模型中发现这种相反的生物学功能取决于血管内皮蛋白酪氨酸磷酸酶（vascular endothelial protein tyrosine phosphatase, VEPTP）的存在与否：LECs中缺乏VEPTP，此时Ang-2/Tie2发挥内皮激动功能，相反，血管内皮表达高水平的VEPTP，而VEPTP会提高Tie2的激活阈值并阻止Ang-2的激活，这揭示了Ang-2促进淋巴转移的部分机制。

4. 针对Ang-2的靶向治疗进展 {#s4}
==========================

肿瘤所处的缺氧、酸性、高间质压力的微环境，形成了药物递送到肿瘤组织中的病理性屏障^\[[@b52]\]^。传统的抗血管生成方法主要集中在抑制新血管形成和破坏原有肿瘤血管方面，代表药物如贝伐珠单抗（抗VEGF单克隆抗体）虽然短期内可抑制肿瘤血管生成，但随后会因血管退化和稀疏造成肿瘤组织的极度缺氧，导致Ang-2的表达上调，继而促进VEGF非依赖性的肿瘤血管生成，并最终导致耐药性增加^\[[@b53]\]^。

多项研究证明，在肿瘤进展早期阶段对VEGF或Ang-2进行阻断可显著减少血管生成、肿瘤生长、侵袭和转移，且减少了血管渗漏和周细胞脱落^\[[@b54]\]^。但单独阻断Ang-2或VEGF表达的效果都不甚满意^\[[@b55]\]^。Ang-2和VEGF双重阻断的抑瘤功效被证明大于单一阻断Ang-2或VEGF，然而，无论是单一或是双重阻断仍然存在增加肿瘤缺氧和随后恶化肿瘤微环境的风险^\[[@b56],\ [@b57]\]^。最近在小鼠模型中研究发现，ABTAA（Ang-2抑制和Tie2激活抗体）和ABA（Ang-2抑制抗体）相比，ABTAA诱导肿瘤脉管系统正常化，导致血液灌注增加，且显著减少乳酸酸中毒和肿瘤生长、转移，最终通过营造有利的肿瘤微环境以增强化疗药物的递送^\[[@b58]\]^，可作为有效抗癌药物。因此，未来抗血管生成靶向药物可着力于Ang-2相关因子的双靶点或多靶点联合，但怎样搭配才能发挥最大效能仍在探索，同时寻找实现肿瘤血管正常化、不恶化肿瘤微环境以增强化疗药物递送的靶向药物仍是关键。

5. 小结与展望 {#s5}
=============

Ang-2作为一类重要的促血管生成因子，已被证实在NSCLC组织、血液中表达显著上调，且与肿瘤TNM分期、淋巴结转移相关，提示Ang-2可作为NSCC诊断和预后的潜在生物学标志物。目前关于Ang-2是如何促进肿瘤增殖、侵袭、转移的相关机制仍在研究，已知其可通过干扰血管内皮稳定性、诱导新生血管生成、调节炎症和血管渗漏过程、促进周细胞脱落、促进淋巴管增生、淋巴内皮细胞增殖等方面实现对癌细胞恶性生物学行为的调控，以上机制为针对Ang-2的靶向药物研究提供新目标。
